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(54) Tide: USE OF A PHYCX)BILIPROTEIN-BINDING PEPTIDE COMPLEX AS A FLUORESCED TRACER 

(54) Tltre: UTILISATION D'UN COMPLEXB PHYCX)BILIPROnEINE-PEPTIDB DB UAISON EN TANT QUE TOACBUR FLUO- 
RESCENT 

(57) Abstract 

Theuseofaphycobaiprotein^ri^ 
an analyte in a medium thought to contain said analyte, is disclosed. Fluorescein conjugates consisting of said complex covalenfly bonded 
to one of the dements in a ugand/receptor specific binding pair, are also disclosed. 

(57)Abre^ 

L'iirvention conceme l^utOisation d'un coxnnlexe pbycobflipre^ 
de detection et/ou de derennination par fluorescence d'un anaiyte dans un milieu susceptible de k contenir, ainsi que les conjugues 
fhKjrcscents constitues dudit complete lie* de manJere covatente a Pun des elements d*un couple de liaison specifique ligand/rtcepteur. 
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Utilisation d-un complcxe phycobiltprotfine-pep^de de liaison m ^ r . tnrniT 
fluorescent . 1 

Linvention conceme Utilisation d*ua complcxe phycobiliproteme- 
peptide dc liaison en tant que traceur fluorescent, notamment dans un pincette de 
detection et/ou de dftennination par fluorescence d*un analyte dans on milieu 
susceptible de le contenir, ainsi que les conjugues fluorescents constituts dudit 
complexe lie de maniere covalente a lto des elements d-un couple de liaison 
speofique ligandAecepteur. 

LVitilisation de dosages immunologrques pour I'analysc qualitative ct 
quantitarive de composes dans des fluides biologiques est a llieure actueUe 
largement repandue. 

Panni les techniques existantes, les dosages par fluorimctrie ont pris une 
importance croissante. 

En eflet, its presentent un certain nombrc d'avantages panni lesquels la 
sensibuite\ la rapidhe de la mesure, la stabilite et llnocuite des reacths marques par 
des composes fluorescents et le cout relativement rfduit. 

15 Les phycobiiiproteines sent des constituants du phycobilisomc de 

differentcs bacteries, algues ou cryptomonades et sont en general dc quatrc types : 
les phycocyanines, les pbycoerythrines, les phycxicrythiocvanmes et les 
aUopbycocyanines. 

Elles sont fonnees de sous-unites a et ft , et parfois y portantchacuneun 

20 ou plusicuis fluoropborcs, et sont isolees prinripalement sous fonne dc trimeres ou 
dTjexameres. 

Certaines d'entre dies sont utilisees comme marqueurs fluorescents en 
raison de nombreux avantages qu'elles presentent en terme de rendement 
quantique, bandes tfabsotption, stabilite et solubilite (V.OI et aL J. Cell Biology 
25 1982-22-981). 

Scbematiquemcnt, les pbycobOisomes sont fonnes de deux parties : 

- le coeur fonnf ^elements cylindriques constitues par des aUopbycocyanines ; 

- des bitonnets, fonnes d'elements cylindriques, 0x6s au coeur, lesdits elements 
6tant constitues par des pbycoerythrines ct des phycocyanines. 

Les batonnets et les cylindres sont fonnes par un assemblage de disques 
de phycobiliproteines. Ces disques sont assembles entreeux ainsi que les batonnets 
au coeur et le coeur I la membrane thylakolde par des peptides de liaison. 

Ces peptides sont nommes en fraction de leur localisation selon la 
publication A. Glazer, J. Biol. Chem., 1989.264. 1-4 : 
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Lr pour peptide de liaison dans le hatonnet 

Lc pour peptide de liaison dans lecoeur 

LRC poor peptide de liaison dans le batoimet-coeur 

I-CM pour peptide de liaison dans le cocur-mcmbrane. 
5 La purification des phycobflipotiines par des mfthodes 

conventioimelles pcrmet I'obtention de complexes trimfriques ou hexam&iques 

(<*)3 (<*P)6 <Kpowvus de peptides de liaison. Les trimfaes ont use feme 

discoldale de - 30 A (FSpaisscur et de - 120 A de diamitre. 

Utilisation de pbycobiliprotfines, notammem I'allophycocyanine et 
10 la pbycoeiythrine, dans des dosages immunologiques par fluorimdtiic est 

d&rite notamment dans EP 0 174 744 et 0 076 695 ainsi que dans les brevets US 

4 520 110 et 4 542 104. 

D a &6 trouv6 que dans certaines conditions de purification des 

phycobilisomes, il dtait possible tfobtenir des complexes pbyo*ilipiot6ine- 
15 peptide de liaison (P. Fuglistaller et at., Biol. Cbem. Hoppe-Seykr, 1987, 368. 

353-367). Nfanmoins, ces complexes dtaient jusqu'i maintenant dfcrits dans la 

literature commc ctant idativement peu stables et sensiWes aux proteases 

(W. Reuteret C Nickel-Rcutci; J. Photocbem. PhotobtoU B : Biol., 1993,18, 51- 

66). 

20 De manure avantageuse, on a maintenant trouve que ces complexes 

pr&cntaient des particularity spectioscopiques int&essantes par rapport aux 
pbycobiliprotfines pour une utilisation en tant que traceur fluorescent 

En effet, un tel complexe phycobiliprotfine-peptide de liaison possUe 
toujours des propri&& spedroscopiques difi&entes de celles de la 
25 phycobiliprot&ne scale, avec en gdnfaal : 

* augmentation du rendement quantique 
et/ou - (placement de la longueur d'onde Remission 
ct/ou - modification de la longueur d'onde cf absorption 
ct/ou - modification du coefficient cfabsoiption molairc 
30 par rapport i la phycobiliprotdine seule. 

Ces propriftfe peuvent se r6v61er particulifaement interessantes lois de 
la mise en oeuvre dhin systfane de detection utilisant un ou plusieuis traceuis 
fluorescents, dans lequel, outre la stability des traceuis dans le milieu, deux 
paramfctres sent ^importance capitale : 
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- le rendement quantique qui influe directement sur la limite de cl&ecrion du 
systfcmc, 

- la longueur tfonde d'emission qui lore de 1-utilisation de plusieuis tiaceuis est un 
Element determinant de leur choix. 

De faoon inanendue, on a maintenant trouvd que : 

- ces complexes phycobiliproteinc-peptidc de liaison etaient stables en solution et 
en presence de serums de difRrentes origmes contenant iiatu^ 



- fl ftait possible de fixer de maniere covalente ces complexes sur differentes 
protemes et anticoips tout en conservant les proprietes de fluorescence des 



Dans un aspect avantageux, la phycobiliprot£inc utuisee scion 
Invention est cboisie parmi la pbycoerytbxinc, la phycoerythrocyanme, la 
phycocyanme, l'aUopnycocyanine et l'allophycocyanine B. 

Dans la suite de la description, on utOisera les abreviations survantes 
pour designer les phycobffiprotemes prefers : aUopbycocyanine = AP, 
phycoerytJnine = PE, phycoerytlmKyanine = PEC, phycocyanme = PC, 
allopfaycocyaninc B = APB 

De prtfercnee, ie complexe phycobfliprotfine-peptide de liaison est 
extiait d'une cyanobacterie cboisie parmi Mastigocbxhts Lminosus, Synechocystis 
6701, Syneduxocais 6301, Anabaena variabilis et Nostoc spec 

Le peptide de liaison du complexe utilise aux fins de l'invention est de 
pi«&ence choisi parmi les peptides Lr, Lo Lr C et Lcm . tels que dffinis plus 
haut 

De maniere avantageuse, les complexes utilisables selon l'invention stmt 
dffinis de u mam^ suivante, a pmtir des pn^ 

par les abreviations menHoimecs ci-dessus, des sous-unites a et Bet des peptides 
de liaison mentionnes plus haut : 

(a PEC (P PEC) 6LR> (aPEC.pPEC^^, 

(a rc .6PC)6LR. (c^P^Lrc. (a^pPC^, 
(aAP.^Lc^aAPB.a^p^AP)^ « (aAP.pAP^L^. 
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Avantageusemcnt, on utilisera selo D Invention les complexes 
phycobfflproteme-peptides de liaison en combinaison avec un ou plusieurs autres 
traceurs fluoresccnts. 

, (nAp J? ^ aux fins de I' invention est le complexe 

(a^, ^ ( ^-Mm m complexe pbyrobiliproteme-peptide de liaison 
wnstitue (Tun trimere de sous-unites o et f) d'aUophycocyamne et du peptide de 
liaison dans lecoeur. 

La longueur des peptides varie suivant I'espece et les processus de 
degradation duiant la purification. Hie est de preference comprise entre 5000 et 
10 30000. n 

Selon un aspect ultdrieur, l'invention conceme egalement un prodede 
bomogene de detection ct/ou de dtoammation par fluorescence d-un analyte dans 
un milieu susceptible de lecontenir, par mise en evi4mcedupi«Iuit delation 
entre I'analyte et au morns un rtcepteur conespondant, consistant : 

1) 4 ajouteraudit milieu un premier rtactif constitu6 d'au moins un rtcepteur dudit 
analyte, 

2) a ajouter un second reactif choisi panni I'analyte ou au moins Km de ses 
leceptcuis, Hun des deux reactifs etant couple avec un compose fluorescent 
donneur constitud par un cryptate, un chelate ou un complexe maoocycliquede 
tene rare et l'autre reactif etant couple avec un compose fluorescent accepteur 
roidre d'ajout des reactifs pouvant toe inverse et. apres excitation du melange' 
par une source de lumrere a la longueur tfonde d'excitation du compose 
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3) a mesurer le signal Remission du compose fluorescent accepteur, 
caractfris6 en ce qu'on utilise comme compos6 fluorescent accepteur un complexe 
phycobfliproteine-peptide de liaison tel que defini d-dessus. 
Dans la presente description, on difinit par : 

- "analyte" : toute substance ou groupe de substances, ainsi que ses ou 
lews analogues, que I'on souhaite derecter et/ou dtonnincr, 

-•lecepteur": toute substance capable de se fixer specifiquement a un 
site dudit analyte; 

- "ligand" : toute substance capable de se tier specifiquement a un 

recepteur. 
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Des oyptates de tare rare utflisablcs dans un tel precede de dosage ainsi 
que dans les metbodes par exc* ou par competition dtoites ti-apres sonl 
notammcnldtoitsdanslcs demandesEPO 180 492, EP 0232 348 EP0321353 
OUWO90/04791. 

Des complexes macrecycliques de tare rare portant des groupes N-oxy 
sont £galcmcnt decrits dans la demande WO93/05049. 

Ces cryptatcs et complexes maoocycUques de terre rare pr&entent 
I'avantage d'etre tr* stables en milieu protfique et salin, cette propria torn 
paiticuliircment importante dans le cas des immunoessais homogenes. 

On utilisoa de preference en tant que compose fluorescent donneur dans 
les precedes et methodes mentionnecs darn la presente description un chelate un 
cryptate ou un complexe maoocycUque poitant des groupes N-oxy de terbium' ou 
deuronhmi. 



Selon un aspect avantagcux, ledit procede est une method* par exces 
15 consistent : 

1) a ajouter, audit milieu contend l'analyte recherche, im premier ifactif constitue 
par au moms un recepteur dudit analyte, couple avec un compose fluorescent 
donneur constitue par un cryptate, un chelate ou un complexe maoocydique de 
tent rait, 

2) a ajouter un second reacrif constitud par un ou plusieurs autres lecepteurs dudit 
analyte, ledit second rtactif etant couple avec un compose fluorescent acceptcur 
constitue par un complexe phycobiliproteine-peptide de liaison, 

3) a mire incuber ledit milieu apres chaque addition de reactife ou apres Addition 
des deux reactifs, 

4) a exciter le milieu resultant a la longueur (Trade ^excitation du comporf 
fluorescent donneur, 

5) a mesurer le signal emis par le compose fluorescent accepteur. 
Onpouna notamment utiliserdans lesdits precedes un soil recepteur de 

l'analyte, qui est couple soit avec le compose fluorescent donneur, soit avec le 
compost fluorescent acceptcur. 

Dans un autre aspect de 1'mvenHon, ledit procede est une methode par 
competition oonsistant : 

1) a ajouter, audit milieu contenant l'analyte recherche, un premier rtactif constitue 
par un recepteur dudit analyte, couple avec un compose fluorescent donneur 
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constitud par un ayptate, un chelate ou un compiexe maoocydique de tenc 
rait, 

2) & ajouter un second rdactif constitue de I'analyte couple avec un compost 
fluorescent acccpteur constitue par un compiexe phycobiliprotfinc-pqrtide de 

5 liaison, 

3) k Cure incuber ledit milieu apris chaque addition de rfactife ou aprts ['addition 
des deux itactifs, 

4) i exciter le milieu resultant h la longueur d'ondc d'excitation du compost 
fluorescent donneur, 

10 5) h mesurer 1c signal 6mis par le compost fluorescent accepteur. 

Avantageusement, ledit precede homogfcne de detection et/ou de 
determination par fluorescence <fun analyte dans un milieu susceptible de le 
contour, par mise en evidence du pioduit de la reaction cntrc I'analyte et au moins 
un i&epteur correspondant, est une mfthode par competition consistant : 
15 l)h ajouter, audit milieu contenant I'analyte recherche, un premier rfactif constitue 
par un recepteur dudit analyte, ledit rfcepteur dtant couple avec un compost 
fluorescent accepteur constitue par un compiexe phycobiliprotfine-pqrtide de 
liaison, 

2) 4 pouter un second rfactif constitue de I'analyte couple avec un compose 
20 fluorescent donneur constitui par un ayptate ou un chelate de terre rare, 

3) J feire incuber ledit milieu soit apres Tadditioxrde chaque rfactit soh aprfcs 
1'addition des deux rfactifs, 

4) * exciter le milieu resultant 4 la longueur d'oode ^excitation du compose 
fluorescent donneur, 

25 5)4 mesurer le signal (mis par le compos* fluorescent accepteur. 

Dans un aspect pififcg des precedes mentionnfe ci-dessus, le premier 
rfactif et le second rfactif stmt ajoutes simultanement au milieu contenant I'analyte 
reefaerch*. 

Dans un aspect paiticulifcremcnt avantageux selon Hnvention, le 
30 compos* fluorescent donneur utilise dans les precedes mentionnes ci-dessus est un 
chelate, un ayptate ou un compiexe maoocydique de Eu 3 * et le compose 
fluorescent accepteur est le compiexe (a^P pAP^ LC 

Dans un aspect ultericur, I'invention conceme egalement I'utiiisation 
d\m compiexe pbycobiliproteine-peptide de liaison tel que defini plus haut dans 
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un precede tfamplification du signal d'emission d-un cryptate ou <fun chelate de 
tene rare utilise comme compose fluorescent donneur dans un dosage par 
fluorescence, dans lequel on met en oeuvre egalemcnt un compose fluorescent 
accepteur, caiactcnsee en ce que le ayptate ou le chelate dc tene rare possede un 
ttndement quantique global faible et en ce que le rendement quantique de 
dfisactivation radiative du niveau emissif de la tene tan: est inferieurau rendement 
quantique de I'accepteur, ledit accepteur ftant constitu6 par iedit complexe 
phycobiliprotfine-peptide de liaison. 

Dans un autre aspect, invention conceme egalement un conjugue 
fluorescent consume (Tun complexe phycobflipioteme-peptide de liaison lie de 
maniere covalente a I'm, dcs elements (fun couple de liaison sp£cinque : 
ligand/recepteur. k ' 

Lesdhs conjugues peuvent etre en paiticulicr utilises pour trier les 
cellules et/ou analyser la surface ceUulaire dans un precede de cytometric de flux, 
15 tel que dfcrit notament dans Mcl. N.Kronic, J. Immunological Methods, 1986, 22, 

A titre d'exemples de couples de liaison sp&ifique Ugand/recepteur, on 
peut notamment dter des couples proteiw^rotelne, pioteme/ADN ou encore 
ADN/ADN. 

De preference, la phycobiliproteine utilise* selon finvention est choisie 
panni la phycoerythrine, la phycoerythrocyaninc, la phycocyanine, 
raUophycocyanine et I'aUcphycocyaiune B et le peptide de liaison est choisi panni 
les peptides Lr, Lo Lrc « Um . tcls que definis plus haul. 

Avantageusement, le complexe phycoWliproteme-peptide de liaison est 
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(aPEC pPEC)^ (aPEC.pPEC^^, 
(o^P^Lr. (aPC, P PC) 6LRC( (aPC.pPC^i^, 
(oAP.pAP^i^, (aAPB.^AP.pjAP)^ « («AP (jAP)^, 



le complexe (aAP, pAP^ ^ prfKrt 
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De preference, ic compile phycobilip^ine-peptide de liaison est 
afttt An. cyanobacterie choisie panai Mastigoclodus La^ Synechocysds 
6701, Synechococcus 6301, Anabaena variabilis ctNasroc^ 

Avantageasement, meaeat du couple de liaison specific 

anticoips. Udtt recepteur peut, par txcmplc, te 1'avidine ou la stieptavidine 
nnHm *" " *"* *™»e«*. MH element est un Ugand, 



MEMELE. : Dosage de I'antigene cardnoembryonnaire (ACE) 

Un immunoessai bomogene a ft* rtalirf en utilisam comine conrcos* 

OS ho mternational, Ran*) ct connnc compose aoepteur soil 
PaUophyc^cyanine (Cyanotech, USA), soit Ic complete (aAP^W^pJfe 
-pectivcmcnt a I anticoips monodonaj G15 (OS bio btenudonal,^). 
Lcs abrfviations utilise r\-»™±« i . 



Us abitviations utilis&s ti-apies sont les suivantcs : 
AP = allophycocyaninc 
20 DTT = dithiotratrol 

EuTBP = cryptatc d'curopium Eo trisbipyridinc diamine 
BSA = s&um albumine bovine 
HSA = serum albumin humaine 
IgG = immunoglobuline G 



SPDP = N-sucdnhnidyl 3(2^dylditluo)piopionate 
Sulfo^CC=sulfb S uccimmidyJ 4-n-n!aleimidome^y|)cydob«ane 

1) PREPARATION DES CONJUGUES IgG G15-AP 
a) Actiration de TAP par le sulfo-SMCC 

. „ ™f mg) foumie sous fonnc prccipitec dans une 

«**on a 60 % de sulfate ^ammonium, est centrimgee. Apr* LmationI 
sumageant, ie culot est lepris par 250 pi de tampon phosphate 100 mM, pH 70 
puis filtrf a 03 urn afiu d'elimincr l« a— ^ju. „^_.,- 5 ^ SUSpc ^ 
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Le filtrat est purifif par chromatographie ^exclusion sur colonnc G25 
superfine (Pharmacia, Suede) dans le meme tampon. La concentration d'AP eluce 
dans le volume rfexdusion est determine* a 650 nm, en considerant un eft/-,,, de 
731000M-1CM-1. 

5 Lactivation de TAP est realisee en ajoutant une solution de sulfo- 

SMCC preparec extemporanement a raison de 6^ inM cbns un tampon phosphate 
100 mM pH 7,0 et en laissant la reaction se produire pendant one heme, a 
temperature ambiante, sous agitation douce (rapport molaire de 15 a 75 sulfo- 
SMOC par AP). L'AP-maleimide est alois purifiee sur colonnc G25 superfine en 
10 tampon phosphate 100 mM, EDTA 5mM, pH 6,5 et conservee a 4'C avant 
couplagcsurIgG3D3. 

b) Activation des IgGG15 par le SPDP 

Simultanement, 5mg dlgG G15 a raison de 10 mg/ml dans un tampon 
phosphate 100 mM, pH 7,0 sent activfc par l'ajout dtoe solution de SPDP (Pierce, 
15 USA) a raison de 6,4 mM dans du dioxane dans un rapport molaire de 7,5 SPDP 
parIgGG15. 

Amis 35 min cfactivation h temperature ambiante, ITgG pyridine-2 
tbione est purifiee sur colonne G25 superfine dans un tampon phosphate 100 mM, 
EDTA 5mM,pH 6^5. 

20 Les protemcs sont concentrces et les groupes 2-pyridyl disulfides sont 

rfduits par une solution de DTT (Sigma, USA) ayant une concentration finale de 
19 mM pendant 15 min a temperature ambiante. Le DTTet la pyridine-2-thione 
sont elimines par purification sur colonne G25 superfine en tampon phosphate 100 
mM, EDTA 5mM, pH 6,5. La concentration en IgG-SH est dererminee & 280 nm 

25 avec un ^2S0nm <k 210000 M -1 cm" 1 . 

c) Conjngaisoo des IgG G15-SH avec AP-raalelmlde 

La fixation des groupements thiols sur les maJeimides est realisee en 
ajoutant 2^1 mg d'AP activees par mg dlgG G15-SR Apres 18 heures 
d'incubation a 4*C et a robscuritd sous agitation douce, les fonctions thiols restees 
30 ubres sont bloquees par l'addition d'une solution a 100 mM de N-memyl 
malfimide (Sigma, USA) ayant une concentration finale de 20 mM pendant une 
heme a temperature ambiante. 
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Le milieu leactionnel est purifie par gel filtration sur oolonne TSK 
G3000SW semi-preparative (Beckmann, USA) en tampon phosphate 100 mM pH 
7^0* 

Les concentrations en AP et en IgG G 15 du conjugue purifie, eluedans 
5 le premier pic, sent a^teimm&s par les absomtions a 280 iim et a 650 nm, selon le 
calcul suivant : 

(APlMole/l =A65 0nM /lO0O0 
Us 0 1 Mole/1 =(A280nm-A , 280nm)/210000 
avcc A '280nm &ant la contribution a cette longueur tfonde de I'AP-nialeimide, 
10 d&erminee plus haut (paragraphe 1 - a) ). 

De ITBA est rajoutee a concurrence de 1 g/1 au conjugue qui est ensuite 
rcparti en aliquotes puis congeld a -20*C 
2) PREPARATION DES CONJUGUES IgG G15-(aAP, pAP)^ 
a) Activation da complexe (oAP pAP)jLo par le sulfo-SMCC 

Le complexe (oAP p^Loest obtenu a partir de l'algue 
Mastigocladus Lammosus . Apres extraction de phycobilisomes, les complexes 
piotemes-peptides de liaison sont purifies selon P. Fuglistaller et colL Biol. Chem 
Hoppe Seylcr 1986, 3J2, 601-614. 

Les complexes presentent les caracteristiques suivantes : 
20 -E 650= 1076000 M-lcm-1. 
-00650/00620 = 2,1 

A 1 ml de complexe (oAP pAP)^ a 3 mg/ml en tampon phosphate 
100 mM pH 7,0, on ajoute 194 ul dWe solution de sulfo SMCC (Pierce a 30 
mmolert dans le meme tampon. On incube 30mn a 30«CLe produit dela 
itaction est purifie sur colonne G25 HR 10 x 10 debit 2ml/mn. La fraction tiu6c 
dans le volume mort est rfcape^(V = l,7ml).Laconamtrationen^ 
(o^i P AP )Lc malfimide est 1,4 mg/ml. 

b) Activation des IgG G15 par le SPDP 
Hie est realisee comme indiquee au point 1, b) d-dessus. 

c) Conjugalstm des IgG G15-SH avec le complexe (oAP, fi APw- 
malelmide. 

1,7 ml de la solution obtenue au point 2, a est mise en contact avec I ml 
de la solution de IgG G15-SH a 0,9 mg/ml obtenue ci-dessus. 
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Apiis incubation une nuit a 4*C sous agitation par aghateur a rouleaux, 
lc oonjugui est purine sur colonne TSK 4000 Vi preparative (Beckmann, USA) a 
deM de 4 ml/tan dans un tampon phosphate 100 mM pH7. Les fractions de 48 a 
64 ml sont rassemblees et concentrfes sur cone AMICON. La concentration en 
complexe (a**, d AF ^L C en mg/ml est donnee par la fonnule DO650 / 10,76. 

La concentration cn IgG en mg/ml est donnee par la fonnule 
DPzSO-^/M. 

Le conjugud est a 120 ul/ml en IgG avec un rapport molaire de 1,6 
cxmplexe(oAP, pAP^/jgQ DO65{)/620 = 2tl 

3) PREPARATION DES CONJUGUES IgB G12-Eu TBP 

La preparation de IgG G12-SH est realisee selon le protocole decrit plus 
haul pour les G15 3D3 mais en faisant varier le rapport molaire de 4 a 16 SPDP par 
IgGG12. 

A 5 mg (5 10-6 m0 les) de Eu TBP est ajoutee une solution a 25 mM de 
sulfo-SMCQ en tampon phosphate 20 mM, dimdthylformamide 10 % (v/v pH 7,0 
dans une proportion de 2JS moles d'acti vatcur par mole de Eu TBP. 

Apres 45 min d-activation a temperature ambiante, lc milieu reactionnel 
est filtre a 0,8 pm afin drummer le prfdpire eventueUement form! Les produits 
reactionnels indesirables (sulfo-SMCC, N-hyu^xysuccinimide, acidc (N- 
20 maleimidomethyl) caiboxytique) sont elimines par cbromatograpbie echangeuse 
d'ions sur colonne Mono Q (Pharmacia, Suede) en tampon phosphate 20 mM 
dimfthylfonnamide 10 % (v/v), pH 7,0 sous choc de Nad La concentration en Eu 
TBP maleimide est d&enninee a 307 nm avec un £307^ de 25000 M"l enr* 
amsi que le rapport A 307nm /A 2 80n m - 
25 De facon similaire a celle decrite plus haul on bit reagrr les fonctions 

maleimides avec les fonctions thiols fixes sur I'anticoros, dans des proportions 
molahes variant de 10 a 30 Eu TBP maleimide par IgG G12-SH. 

Apres 18 hemes d'incubation a 4*C et blocage des groupements thiols 
(eventueUement rates libres) par N-mcttylmaleunide, le Eu TBP non coupl6 est 
elhnin6 par dialyse en tampon phosphate 100 mM pH 7,0 a 4*C jusqu'a epuisement 
(plus de fluorescence dans les bains de diaiyse). 

Les caracreristiques du conjugue sont diterminees par ses absorptions a 
307 nm et a 280 nm en utilisant les valeuis suivantes en tenant compte de 
l'absorption propre du cryptate d&erminfe par le rapport A^nn^gOnnv 



30 
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EnTBP-maleimlde: 

£ 307nm = 25000 M-lcm-1 

A 307nm /A280mn : detenninee experimentaJement 
IgG G12-SH : 

5 E 280nm- 210000 M-l«an-l 
A 307nm = 0M~ lc m- 1 . 

4) APPLICATION AU DOSAGE DE LACE 

KF un tampon phosphate 100 mM, pH 6, BSA I ^ 

15 a tester ~ ^ ^ * solution standaid (seium sans ACS) ou 100 pj d'echantillon 
- 100 |il dc conjugu6 G12-Eu TBP a 0,5 pg/ml 
c^e^^^ 6 "*» -4* 015- 

20 fluonmetre a laser prototype, qui est decrit ci-apres : 

e* .r. UB ^ ' ^ ^ WC ' m ^ LS1-337ND) 

est ututse comme soui* ^excitation (longueur tfonde a 337,1 nm). La durfc des 
pulsations est specified h 3 nanosecondes et est rM** ^ ^ 
H _ . _ . "^«*conaes et est rtp6t& sous une frequence de 10 

Hert& Le faisceau passe a travere un filtre (CORNING) afin d'eliminer toute 
25 lunnere parasite a ["excitation autre que 337 nm. summer toute 

"f^^^^^^^^^detefl^teu,^ 
et de pouvoir transmcttrc la lumiere visible. 

30 mesurer <hme nucroplaque par une lentille en silice fondue. L'emisskm de 
fluoresce est co«e«* selon un angle solide de 20 de**, collitnatee " t 



WO 96/42016 



PCT/FR96/00865 



13 



Un flltre interf&cntiel, de caractttstiques ctefinies scion la longueur 
tfonde dc fluorescence h d&ecter, pennet de se debarrasser des lumttres pouvant 
parasiter 1c signal, dont Pintensitd est ensuite mesurfe par un photomultiplicateur 
(HAMAMATSU R2949). 
5 Le comptcur de photons utilise est un SR-400 (STANFORD 

RESEARCH SYSTEMS), dont les operations et la synchronisation avec le laser 
sont contrfllte par un ordinateur de type IBM PC-AT via une sortie RS 232. Les 
pulsations piovenant du photomultiplicateur sont enregistrfes pendant une fenfcic 
de temps (tg) et aprts un dflai (tj) determines & comfition qu'elles soient 
10 sup&ieures & un niveau discriminant s£lectioim£ par le compteur de photonsafin 
(foptimiser le rapport signal/bruit du photomultiplicateur. 

Une table X-Y, pilots par ITBM PC-AT, pennet les diffircnts 
positioimements de la microplaque de mesure par des moteurs pas & pas, incluant 
les manoeuvres de chargement, de positionnement sous le feisceau excitant, de 
IS lecture automatiquc en sequentiel des % puits, et de sortie. 

La fluorescence Anise par le conjugud G15-AP ou G15-complexe 
(aAP.pAP^cstmesur&i (tide du fluorimtoe prototype 6quip£ (fun filtre k 
665 nm dc 10 nm de largeur a mi-hauteur, pendant 400 jis ct avec un ddlai de 50 
lis, 

20 Les rfsultats sont rapports dans le tableau ci-dessous, exprim6s en A 

cps conespondant & la difference entrc le signal 6nis par T&hantiUon & 665 nm par 
rapport i la solution standard (s6rum sans ACE). 



ACEng/ml 


AP 


Complete (oAP pAP^jLc. 




Acps 


Acps 


4.4 


251 


388 


15,9 


966 


1670 


118 


6427 


9804 


236 


9436 


16232 



25 

Les r&ultats montrent que le signal mesure est sup6rieur pour le 
complexe phycobiUprot6ine-prot6ine de liaison par rapport h la phycobiliprotdine 
seule. 
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De plus, on notera que le rapport DO^ DO 620 = 22 qui 
caracterise ledit complexe est constant dans la limite des erreure de meant pour 
toutes ies Stapes de la fabrication du conjugu* ct ties different de celui de l'AP (- 
1,45). 

5 Ceci demontre la stability du complete phycobiUproteme-peptide de 

liaison tout au long des dapes de purification et de couplage effectuees sans 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation d'un complexe phycobiliprwfinc-pcptide de liaison en tant que 
traccur fluorescent 

2. Utilisation d'un complexe phycobOiproteinc-peptide dc liaison en tant 
5 <j° c ^ fluoresce* dans on p^ 

fluorescence d'un analytc dans un milieu susceptible de Ic contenir. 

3. Utilisation seion la revocation 1 on 2, caracterisee en ce que la 
phycobilipmteine est cboisie panni la phycoerythrine, la phycoe.ytbocyanine, la 
phycocyanme, I'allcmhycocyaniiie et I'allophycocyanine B. 

10 4. Utilisation selon IW des revendications U ou 3 caracterisee en ce que 
lc complexe pbycobiliproteine-peptide dc liaison est extra* d'une cyanobacterie 
cnojsie panni Mastigoclodus Lvninosus, Synechocystis 6701, Syneckococcus 
6301, Anabaena variabilis et Nostoc spec. 

5. Utilisation selon rune quelconque des revendications 1 a 4, caracterisee 
15 en cequclepepticfcde liaison est choisi panni les peptic 

6. Utilisation selon hme quelconque des revendications 1 a 5, caracteiisee 
en ce que le complexe phycobilipio^ine-peptide de liaison est choisi panni les 
complexes 

(a PECpPEC )6LR> (JBCpPK^ 

(^P^I*. (o^pK^I^c, (aPC.pPCjj^, 

(aAP.pAP^^, (aAPB.^^AP)^ d (aAP ^ 

7. Procede homogene de detection et/ou de determination par fluorescence 
dW analyte dans un milieu susceptible de ie contenir, par mise en evidence du 
Ptoduit de la reaction entre l'analyte et au moins un recepteur cornspondant. 

consistent • ~ 



20 



30 



1) h ajouter audit milieu un premier reactif constitug cTau moins un recepteur dudit 
analyte, 

2) a ajouter un second reactif choisi panni l'analyte ou au moins iW de scs 
•fepteurs, 1-un des deux reactifs etant couple avec un compose fluorescent 
donneurconstitue par un cryptatc, un chelate ou un complexe macrocyclique de 
tent rare et I'autre reactif etant couple avec un compose fluorescent accepteur 
I'ordic d'ajout des reactifs pouvant etre inverse et, apres excitation du melange' 
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20 
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par use source de lumiere a la longueur donde d'excitation du compose 

fluorescent donneur, 
3)a mesurer le signal d'&nission du compost fluorescent accepteur, 
caractense en ce qu'on utilise comme compose fluorescent accepteur un complcxe 
phycobfliprotemc-peptidc de liaison tel que defini scion Kme quclconque des 
rcvendications 1 a 6. 

8. Precede sdon la revendication 7 consistant en unc methodc par acts, 
caractcrisd en ce qu"fl consiste : 

1) a ajoutci, audit milieu contenant I'analyte recherche^ un premier reactif constitu* 
par au moins un leceptnir dudit analyte, couple avec un compose fluorescent 
donneur constitue par un cryptate, un chelate ouuncc^lexemacrocydic^de 
tene rare, 

2) a ajouter un second reactif constitue par un ou plusieurs autres rcopteurs dudit 
analyte, ledit second reactif etant couple avec un compose fluorescent accepteur 
constitue par un complexe phycobibproteine-peptide de liaison, 

3) a fime tncuber ledit milieu apres cfaaque addition de reactifs ou apres 1'addition 
des deux reactifs, 

4) a exciter le milieu resultant a la longueur d'onde d'excitation du compos* 
fluorescent donneur, 

5) & mesurer le signal emis par le compost fluorescent accepteur. 

9. Procede selon la revendication 7 consistant en une methodc par 
competition, caractcrisc' en ce qu"il consiste : 

1) a ajouter, audit milieu contenant i'analyte recherche, un premier reactif constitud 
par un receptcur audit analyte, couple avec un compose fluorescent donneur 
constitue par un cryptate, un chelate ou un complexe macrocydique de tare 
rare, 

2) a ajouter un second reactif constitue de I'analyte coupld avec un compose 
fluorescent accepteur constitue par un complexe phycobiliproteme-peptidc de 



30 3) a faire tncuber ledit milien apres chaque addition de icactifc ou apres Mbon 
ctes deux reactifs, 

4) a exciter le milieu resultant a la longueur d'onde d'excitation du compos* 
fluorescent donneur, 

5) a mesurer le signal emis par le compose fluorescent accepteur. 
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10. Proc*de selon la revendication 7 consistant cn une mfithode par 
competition, caract*ris* en ce qu'il consiste : 

1) h ajouter, audit milieu contenant Panalyte recheich*, un premier rfactif constitu* 
par un ifcepteur dudit analyte, ledit r*cepteur 6tant coupi* avec un compost 

5 fluorescent acceptcur constitu* par un complexe phycobiliprotfine-peptide de 
liaison, 

2) I ajouter un second rfactif constitu* de Panalyte coupte avec un compos* 
fluorescent donneur constitu6 par un ayptate ou un chelate de tcne rare, 

3) i feire incuber ledit milieu soit aprts Paddition de chaque r*actif, soit aprfc 
10 Padditiondesdeuxrfactife, 

4) & exciter le milieu rfcultant i la longueur <Tonde d'exdtation du compos* 
fluorescent donneur, 

5) h mesurer le signal *mis par le compos* fluorescent accepteur, 

11. Proc6d* selon Pune queloonque des revendications 7 h 10, caract*ris* en 
15 cc que le premier r*actif et le second rfactif sont ajoutfe simultandment au milieu 

contenant Panalyte recherch*. 

12. Prorfd* selon Pune quelconque des revendications 7ou8 r caractiris* en 
ce qu'on utilise un seul rfcepteur de Panalyte, qui est coupl* soh avec le compos* 
fluorescent donneur, soit avec le composd fluorescent accepteur. 

20 13. Froc*d* selon Pune quelconque des revendications 7 & 12, caract*ris* en 
ce que le compos* fluorescent donneur est un chflate, un ayptate ou un complexe 
macrocyclique dc terbium ou d'europium. 

14. Proced* selon Pune quelconque des revendications 7 & 13, caract*ris* ea 
ce que le compos* fluorescent donneur est un chelate, un ayptate ou un complexe 

25 macrocyclique de Eu*+ et le compos* fluorescent accepteur est le complexe 
(oAPf^Lc. 

15. Utilisation selon Pune quelconque des revendications I h 6 dans un 
procfid* cTampIification du signal d'fanission dun ayptate ou (Tun chelate de tare 
rare utilis* comme compos* fluorescent donneur dans un dosage par fluorescence, 

30 dans lequel on met en oeuvre egalement un compos* fluorescent accepteur, 
caiact6ris*c en ce que le ayptate ou le chelate de tare rare possMe un rcndement 
quantique global faible et en ce que le rendemcnt quantique de d*sactivation 
radiative du niveau *missif de la tcne rare est inferieur au rendement quantique dc 
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I'acceptcur, Iedit accepteur dtant constitui par un complexe phycobilipioreme- 
peptide de liaison. 

16. Utilisation selon Ymx quelconque dcs revendications 1 a 6, caract&isee 
en ce que Ic complcxe phycobffiprotelne-pcptide de liaison est utilise en 
combinaison avec un ou plusieurs autrrs traceurs fluorcscents. 

17. Conjugue fluorescent constitue dta complexe phycobiliproteuie-pcptidc 
de liaison U£ de maniere covalente a l*un dcs elements tfun couple de liaison 
spcafiqueligandAtceptcur. 

18. Gonjugu* selon la revendication 17, caiactensf eo ce que la 
phycobiliprot6ine est choisie panni la phycoerythrine, la phycoeiythrocyainne, la 
pbycocyanine, rallopbycocyanine et 1'aUophycocyanine B. 

19. Gmjugue selon la revendication 17 ou 18, caiacteris* en ce que le peptide 
de liaison est choisi panni Ies peptides Lr, Lq Lr C et Lq^. 

20. Conjugud selon l\me des revendications 17 k 19, caracrensd en ce que le 
15 complexe phycabiiiprot&ne-peptidc de liaison est cboisi panni les complexes 

(oPEC.pPEC^^, (o PEC pPK^ 

(a'C.P^lR, (aPC.pPC^LRc (oPC.BPC^Lr, 

20 (o^.pA^lc, (oAra.Q^.te^Lc « (aAP, pAP^ ^ . 

21. Conjugue scion Inne des revendications 17 a 20, caractense en ce que le 
complexe pbycobUipioteuie-peptide de liaison est extent <func cyanobacterie 
choisie panni Mastigocbdus Laminosus, Synechocystis 6701, Synechococcus 
6301, Anabaena variabilis et Nostoc spec. 

25 22- Conjugue selon Pune des revendications 17 a 21, caocrense' en ce que 1' 
element du couple de liaison speofique Ugand/recepteur est un rtepteur, en 
particulier un recepteur cellulaire ou un anticorps. 

23. Conjugue selon l"une des revendications 17 h 21, caractens6 en ce que I' 
element du couple de liaison spddfique Ugand/recepteur est un ligand, notamment 

30 unanalyte. 

24. Utilisation d"un conjugud selon Pune quelconque des revendications 17 a 23 
dans un proeddd de cytomftrie de flux. 
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